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disease type II, 
Whole exome sequencing
Background: This study was designed to identify the genetic cause in myopathy family with decreased 
acid-alpha glucosidase activity. 
Methods: Clinical and laboratory features of two affected family members were analyzed. Then, 
whole exome sequencing (WES) was performed. 
Results: The proband (a 54-year-old woman) and her sister (a 57-year-old woman) presented to our 
neurologic clinic with proximal muscle weakness. They recalled very active and sporty life since 
adolescence. At the late teens, they first noticed difficulty in climbing stairs. Neurological examina-
tion revealed muscle weakness and atrophies of proximal muscles, predominantly at lower limbs. 
Electromyography revealed chronic myopathic finding and serum creatine kinase level was elevated 
in the proband. In addition, serum acid-alpha glucosidase activities were decreased in two patients. 
WES identified compound heterozygous mutations (c.5713C>T and c.937+1G>A) in DYSF, which 
were previously reported to be an underlying cause of limb-girdle muscular dystrophy 2B. 
Conclusions: We identified compound heterozygous DYSF mutations in a myopathy family with de-
creased acid-alpha glucosidase activity. This result demonstrated the usefulness of WES for the di-
agnosis of limb-girdle muscular dystrophy.
서 론
팔다리이음근디스트로피(limb-girdle muscular dystrophy)
는 골반과 어깨 근육의 점진적인 약화와 위축을 특징으로 
하는 유전성 근육질환이다. 팔다리이음근디스트로피는 유
전양상으로 상염색체우성유전을 하는 1형과 상염색체열
성유전을 하는 2형으로 구분되며 현재까지 각각 8개와 
22개의 원인유전자가 밝혀져 있다.1 고전적인 진단방법은 
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Figure 1. Pedigree and sequencing 
chromatograms. (A) Pedigree of Korean 
patients with compound heterozygous 
DYSF mutations (square: male; circle: 
female; filled: affected; and non-filled:
unaffected). (B) Sequencing chroma-
to-grams of DYSF mutations c.937+1G>A
and c.5713C>T (p.R1905X). Arrows 
indicate mutation sites.
병력청취 및 신경학적 검사, 검사실 검사, 근육병리, 근육
조직 내의 단백분석으로 원인유전자를 추정하고 해당 유
전자에 대한 염기서열분석으로 확인하는 순차적인 방법
이다.2,3 그러나 이러한 방법만으로는 다양한 임상양상 및 
병리소견을 보이는 팔다리이음근디스트로피의 특징 때문
에 원인유전자를 선별하지 못하거나 잘못된 원인유전자
를 추정하는 경우가 빈번하였다. 다만, 차세대염기서열분
석의 발전으로 적은 노동 및 낮은 비용으로 많은 유전자
에 대한 검사가 가능해져서 이러한 문제점들이 보완되고 
있다.4  
저자들은 혈중 산성 알파 글루코시다아제가 감소되어 
폼페병을 의심했던 상염색체열성의 근육병 자매에서 전
체엑솜염기서열분석(whole exome sequencing, WES)으로 
원인유전자를 규명하였다. 
대상과 방법
1. 환자 및 임상분석
연구는 근육병환자인 발단자(II-3, Fig. 1A)와 언니(II-2, 
Fig. 1A)를 대상으로 진행하였다. 두 자매에서 병력을 청
취하고, 인지기능, 뇌신경기능, 근력, 감각, 관절의 구축, 
및 건반사의 변화를 확인하였다. 발단자는 신경전도검사 
및 근전도검사의 전기생리학적 검사, 혈청 크레아틴 카나
아제, 심전도 및 흉부 X선 검사를 받았다. 또한 두 자매 
모두에서 혈청 내 산성 알파 글루코시다아제를 측정하고 
WES를 시행하였다. 
2. 유전자분석
다음의 순서로 두 자매의 WES를 시행하였다. QuickGene 
DNA whole blood kit S (Kurabo, QuickGene, Kurabo, Japan)
를 이용하여 환자 혈액에서 DNA를 추출하였다. 유전체
염기서열 중 단백질을 코딩하는 엑손 부위만을 선별하기 
위한 라이브러리로 Agilent Sureselect Target Enrichment 
Ver. 5 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사
용하였다. DNA 시료의 구분을 위해서 6 bp index se-
quence (Illumina, San Diego, CA, USA)를 사용하였다. 그
리고 차세대 염기서열분석은 NextSeq500 platform (Illumina, 
San Diego, CA, USA)으로 시행하였다. 
3. 변이분석
생산된 염기서열정보는 6 bp index sequence의 정보로 
A
B
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Table 1. Whole exome sequencing analysis for two individuals
Samples II-2 II-3
Total yields (Gbp) 8.2 8.7
Mappable reads of total reads (%) 80.2 81.8
Coverage of target region (≥1X) 97 96.8
Coverage of target region (≥20X) 71.2 73.8
Total number of SNPs 67,788 68,088
Total number of indels 4,348 4,248
Number of coding SNPs 22,783 22,876
Number of nonsynonymous variants 12,160 12,208
Number of functionally significant variants in myopathy related genes 28 37
Cosegregating variants in myopathy related genes 18
SNP, single nucleotide polymorphism.
일차적으로 분류하였다. 분류된 fastq 파일을 표준염기서열
인 hg19 참조서열에 정렬(alignment)하기 위해서 Burrows- 
Wheeler Aligner (BWA) algorithm (ver. 0.6.2)을 이용하였
다.5 파일의 형식전환을 위해서 SAMtools (ver.0.1.19)로 
분류하고 Picard tools (ver.1.102)로 중복을 제거한 후 the 
genome analysis toolkit (GATK; ver. 3.2.2)로 알려진 삽입
-결실부위(indel site)의 재배열과 base quality score recali-
bration (BQSR)을 시행하였다. 그리고 변이확인을 위해서 
SAMtools와 GATK Haplotype Caller, freebayes (ver. 0.9.18) 
알고리즘을 이용하였다.6,7 변이분석을 위해서 최소 두 개 
이상의 알고리즘에서 확인된 변이를 대상으로 loci depth
가 10 이상이고 variant frequency가 0.5 이상인 경우 또는 
loci depth가 20 이상이고 variant frequency 0.25 이상인 
변이만을 선택하였다. 변이의 in-silico 분석정보(SIFT, 
Polyphen2, LRT, MutationTaster)와 데이터베이스의 대립
유전자의 빈도정보(1000 Genomes Project phase 3 data, 
UK10K cohorts data, ExAC consortium data and the NHLBI 
Exome Sequencing Project ESP6500 data)의 확인을 위해
서 dbNSFP (ver. 2.4)을 사용하여 snpEff (ver. 4.0c)로 주
석을 달았다. 다음 두 환자에서 공통적으로 발견되는 근
육병 원인유전자의 변이를 선별하였다. 미국의학유전학 
및 유전체학회(the American college of medical genetics 
and genomics, ACMG)와 분자병리학회(the association for 
molecular pathology, AMP)의 진단지침으로 병원성을 판




발단자(54세 여자, II-3)와 발단자의 언니(57세 여자, II-2)
는 팔다리의 근력약화로 방문하였다. 두 자매에서 발단자
가 우측발의 기형으로 3세에 수술을 받은 것을 제외한 다
른 병력은 없었다. 두 자매의 아버지와 어머니는 치매로 
투병 후 83세와 86세에 사망하였으나, 치매가 악화되기 
전까지 팔다리의 근력약화는 없었다고 하였다. 두 자매는 
10대 중반까지 운동을 잘하는 편이었으나 10대 후반부터 
양하지의 근력약화와 근위축을 느꼈다고 하였다. 30대부
터 난간을 잡고 계단을 올랐고, 40대부터 팔의 힘이 약해
지고 보행기를 사용하였으며, 50세부터 휠체어로 이동하
게 되었다. 신경학적 검사상 인지기능과 뇌신경의 기능은 
정상이었다. 근력약화와 근위축은 팔다리의 몸통 쪽 근육
에서 심했고 허벅지 근육이 가장 약했다. 감각은 정상이
었고 건반사는 저하되었다. 발단자의 신경전도검사 및 근
전도검사는 전신형 근육병에 합당한 소견이었으나 근긴
장성 방전(myotonic discharge)은 없었다. 혈청 크레아틴 
키나아제는 34세에 2,752 IU/L (정상값: ≤185 IU/L)와 54
세에 789 IU/L로 증가되어 있었다. 두 자매 모두 심장기
능 및 호흡기능 저하와 관련된 증상호소는 없었고, 발단
자의 심전도 및 흉부 X선 검사는 정상이었다. 전체 산성 
알파 글루코시다아제의 혈중농도는 발단자에서 17.0 
nmol/hr/mg protein (정상값: ≥30 nmol/hr/mg protein)과 발
단자의 언니에서 19.6 nmol/hr/mg protein으로 낮았고, 아
카보오스를 처리한 값도 발단자에서 8.4 nmol/ hr/mg pro-
tein (정상값: ≥10 nmol/hr/mg protein)과 발단자의 언니에
서 5.5 nmol/hr/mg protein으로 낮았다. 그러나 아카보오
스를 처리한 값과 전체의 산성 알파 글루코시다아제의 비
율은 발단자에서 49.4% (정상값: ≥25%)와 발단자의 언니
에서 49.4%로 정상범위였다.  
2. 유전자검사
두 자매의 혈액검사상 산성 알파 글루코시다아제의 혈
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Table 2. Functionally significant variants in myopathy-related genes
Gene Map Ref Seqa
Variants
dbSNP138 1000G(2014 Sep) SIFT
b Poly-
Phen2c DescriptionNucleotides Amino acids
CPT2 1p32.3 NM_000098 c.1102G>A p.V368I rs1799821 0.5000 1.00 0.011 Benign
CRYAB 11q23.1 NM_001885.1 c.324+4T>G - rs11603779 0.2669 0.04 - Benign
PFKM 12q13.11 NM_000289.5 c.512G>A p.R171Q rs2228500 0.1690 0.34 0.052 Benign
GAA 17q25.2-q25.3 NM_001079803.1 c.668G>A p.R223H rs1042395 0.6122 0.58 0.206 Benign
c.1726G>A p.G576S rs1800307 0.0508 0.02 1.000 Benign
c.2065G>A p.Q576S rs1800309 0.0902 0.71 0.092 Benign
NEB 2q22 NM_001271208.1 c.3081A>T p.K1027N rs6735208 0.6190 0.58 0.982 Uncertain 
significance
c.10809G>C p.W3603C rs10172023 0.2504 0.07 1.000 Uncertain 
significance
COL6A3 2q37 NM_004369.3 c.3287C>T p.R1096C rs114852262 0.0013 0.01 1.000 Uncertain 
significance
DYSF 2p13.3-p13.1 NM_003494.3 c.937+1G>A - rs201869739 0.0004 - - Pathogenic
c.5713C>T p.R1905X rs121908959 - 1.00 - Pathogenic
COL6A2 21q22.3 NM_001849.3 c.2039G>A p.R680H rs1042917 0.4423 0.09 1.000 Benign
TMEM43 3p25 NM_024334.2 c.504A>T p.K168N rs4685076 0.3301 0.36 0.203 Benign
c.536T>C p.M179T rs2340917 0.4551 1.00 0.000 Benign
GMPPB 3p21.31 NM_013334.3 c.551A>G p.Q184R rs1466685 0.9890 0.08 0.000 Benign
DOK7 4p16.2 NM_173660.4 c.887A>G p.Q296R rs6811423 0.2559 0.48 0.465 Benign
MYOT 5q31 NM_006790.2 c.220A>C p.K74Q rs6890689 0.9880 0.38 0.000 Benign
DPM2 9q34.13 NM_003863.3 c.227C>G p.T76S rs7997 0.7056 1.00 0.000 Benign
Sep, september; Ref Seq, reference sequence; SIFT, sorting intolerant from tolerant; PolyPhen2, prediction of functional effects of hu-
man non-synonymous single nucleotide polymorphisms (nsSNPs).
aGenBank registration number of reference sequence; bSIFT: <0.05 predicted to be deleterious; cPolyPhen2: ~1 indicates prediction of 
pathogenicity.
중농도는 정상 값보다 낮았지만 폼페병의 대표적인 임상
양상인 호흡기능장애가 없어서 다음 검사로 WES를 시행
하였다. 두 환자의 엑솜분석데이터는 Table 1에 요약하였
다. 자매에서 공통된 근육병 원인유전자의 변이는 총 18개
로 Table 2에 정리하였다. ACMG/AMP 진단기준을 바탕으
로 DYSF 유전자의 c.937+1G>A와 c.5713C>T (p.Arg1905X) 
두 변이가 병적 변이(pathologic variant)로 분류되었고, 실
제로 두 변이 모두 팔다리이음근디스트로피2B의 원인유
전자로 여러 차례 보고된 것이었다.9,10 이 돌연변이들은 
고전적 염기서열분석으로 재확인할 수 있었다(Fig. 1B). 
혈중 산성 알파 글루코시다아제 혈중농도의 감소와 관계
하여 GAA유전자의 c.1726G>A 변이와 c.2065G>A 변이를 
확인하였다.11 이 GAA유전자의 변이들은 산성 알파 글루코
시다아제의 거짓결핍과 연관되지만 이전 보고와는 달리 동
형변이(homozygous variant)가 아닌 이형변이(heterozygous 
variant)로 존재하였다.
고 찰
본 연구에서 산성 알파 글루코시다아제의 혈중농도가 
감소로 폼페병이 의심된 근육병 가족에서 DYSF 유전자
의 복합이형접합돌연변이(c.937+1G>A, c.5713C>T)를 확
인하였다. 이 두 돌연변이는 ACMG/AMP 진단기준으로 병
적 변이로 분류되었고 이 돌연변이들은 스플라이싱 돌연
변이(splicing site mutation)와 무의미 돌연변이(nonsense 
mutation)로 디스펄린(dysferlin) 단백형성에 심각한 영향
이 예상되고, 실제 팔다리이음근디스트로피 2B형의 원인
돌연변이로 보고되었기에 두 자매 근육병의 원인으로 생
각하였다. 
 팔다리이음근디스트로피 2B형의 원인유전자인 DYSF 
유전자(MIM *603009)는 염색체 2p13.3-p13.1에 위치하고 
디스펄린 단백을 부호화한다.12 디스펄린단백은 근육원섬유
마디(sarcomere)에 존재하는 막단백(membrane protein)으로 
정확한 기능은 모르나, 세포막의 수리, T-세관의 합성 및 
근육재생, 근육모세포(myoblast)의 분화에 관계할 것으로 
추측하고 있다.13-15 현재까지 DYSF 유전자의 2,300여 개의 
원인돌연변이가 보고되었고(www.dmd.nl/nmdb/home.php?se-
lect_db=DYSF), 한국인에서는 c.2494C>T와 c.663+1G>C가 
가장 흔한 돌연변이로 알려져 있다.16,17 
두 자매는 유년기에는 좋은 운동능력을 보이다가 10대 
후반부터 하지의 근력약화와 근위축이 나타나고, 40대부
터 팔의 힘이 약해졌다. 또한 혈중 크레아틴 키나아제 수
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치가 보행가능 시기에는 정상 값보다 15배이고, 발병 30
년 후에도 4배 이상으로 증가되어 있었다. 이것은 팔다
리이음근디스트로피 2B형의 전형적인 임상양상이다.18 반
면, 두 자매에서 모두 산성 알파 글루코시다아제의 혈중농
도는 감소되었지만 호흡기능부전과 근육긴장증(myotonia) 
없는 근긴장성 방전(myotonic discharge)과 같은 폼페병을 
시사하는 임상특징은 없었다.19
폼페병에서 치료제가 실용화됨에 따라서 유전진단이 
되지 않은 근육병 환자에서 폼페병을 찾기 위한 노력들이 
활발히 이루어지고 있고, 선별검사로 산성 알파 글루코시
다아제 혈중농도 검사가 가장 널리 사용되고 있다.20,21 그
러나 효소의 혈중농도의 분석만으로는 위양성과 위음성
의 위험이 있어서 확진을 위한 근육조직검사, 섬유모세포
(fibroblast)에서의 재측정 또는 유전자검사가 필요하다.22 
실제로, 두 자매의 전체 산성 알파 글루코시다아제 농도
와 아카보오스를 처리 후 농도는 정상 값보다 낮았으나, 
아카보오스를 처리한 값과 전체 산성 알파 글루코시다아
제 값의 비율은 정상이었다. 이것은 산성 알파 글루코시다
아제의 거짓결핍을 보이는 환자에서 나타날 수 있는 소견
이다.23 비록 본 연구의 두 환자 모두에서 거짓결핍의 원인
으로 알려진 GAA유전자의 c.1726G>A 변이와 c.2065G>A 
변이를 확인하였지만, 이 두 변이는 현재까지 연구에서는 
항상 같은 대립유전자에 존재해서 동형접합변이(homozy-
gous variant) 상태로만 보고되어 왔다.24,25 따라서 두 자매
의 산성 알파 글루코시다아제의 감소한 원인에 대해서는 
추가적인 연구가 필요하다. 그러나 두 자매의 부모님은 
사망하였고 정상인 형제들의 검사는 거부하여서 연구를 
더 이상 진행할 수 없었다. 
WES는 차세대 유전자염기서열분석(next generation se-
quencing)을 기반으로 전체 엑손영역을 분석하여 유전학
적 원인을 찾는 매우 경제적이고 효율적인 분석방법이
다.4 그러나 WES도 몇몇 제한점을 갖고 있다.26 첫째, 현
재까지 알려진 엑손의 위치정보가 완벽하지는 않다. 둘
째, 한 번에 읽을 수 있는 염기서열이 100- 150개 염기쌍
(base pair) 정도로 제한적이다. 셋째, DNA 염기서열 중 
구아닌(guanine)과 시토신(cytosine)의 함량이 높거나 반복
염기서열로 된 경우는 정확도가 감소한다. 넷째, 유전체
의 구조변화와 유전자 발현을 조절하는 유전자 조절부위
에 대한 정보는 확인하기 어렵다. 
본 연구에서 폼페병의 특징적인 임상양상은 관찰되지
는 않았으나 산성 알파 글루코시다아제 혈중농도가 감소
되어 있었던 유전성 근육병 자매에서 WES를 이용하여 
DYSF유전자의 복합이형접합돌연변이(compound hetero-
zygous mutation)와 GAA 유전자의 변이를 확인하였다. 유
전성 근육병은 매우 다양한 임상표현형을 보일 수 있고, 
이것을 설명할 수 있는 다양한 유전학적 원인 규명을 위
해서 본 연구에서와 같이 WES가 유용할 수 있기에 이를 
보고하는 바이다. 
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